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RESUMEN 
 
Uno de los factores que controlan las poblaciones de insectos es la relación huésped-
patógeno, al ser organismos poiquilotermos los cambios de temperatura son 
determinantes en la defensa a patógenos.  Las variaciones en la respuesta inmune de 
insectos se han vuelto doblemente importantes al verse afectada por el cambio climático. 
Es poco lo que se sabe sobre cómo la temperatura perturba la respuesta inmune de 
insectos a las infecciones por los nucleopoliedrovirus (NPVs); por lo cual, se evaluó la 
respuesta inmune de Trichoplusia ni en estado larvario a concentraciones bajas de 
AcMNPV a 27°C que presentan una mortalidad del 24%, comparado con temperaturas 
de 32-37°C con mortalidades de 41-48%, respectivamente.  Este aumento de mortalidad 
concuerda con la disminución de la inmunocompetencia, al tener un menor número de 
hemocitos oenocitoides y por ende la actividad fenol oxidasa.  A pesar de que a 
temperaturas por encima de 27°C aumento la expresión del péptido antivírico gloverina 
de (334 veces), dicha expresión génica disminuyó 70% en larvas inoculadas con 
AcMNPV a 37ºC. De manera transgeneracional, las larvas F2 expuestas al virus 
(descendencia de la F1 inoculadas a la CL25) tuvieron una mortalidad casi nula a 27°C, 
comparado con 33% a 37°C. Con base en los resultados, se observó una mayor 
efectividad de los NPVs como agentes de control biológico al aumentar la temperatura; 
sin embargo, este efecto puede ser perjudicial en especies que no representan un riesgo 
agrícola, por las implicaciones ecológicas resultantes. 
  
ABSTRACT 
 
One of the control insect population factors is represented by the host-pathogen 
relationship, since the temperature changes in poikilothermic organisms are 
determinants in their pathogens’ defense. Insect’ immune response variations have 
become critical, since it may be affected by climate changes. There is scarce information 
on  how temperature alters insects immune response after nucleopolyhedrovirus (NPVs) 
infections; therefore, the immune response of Trichoplusia ni larvae was evaluated after 
being exposed to low concentrations of AcMNPV at 27°C, which resulted in 24% 
mortality, compared with temperatures of 32-37°C, which caused 41-48% mortality, 
respectively. This mortality increase was associated with decreasing 
immunocompetence, represented by lower oocytoid hemocytes number, which is related 
to phenol oxidase activity reduction.  Although at temperatures above 27°C, an increase 
of 334 times of the antiviral peptide gloverin expression was detected, this gene 
expression decreased 70% in larvae exposed to AcMNPV kept at 37°C. 
Transgenerational study showed that F2 larvae (F1 offspring exposed to CL25) exposed 
to the virus at 27°C, had almost no mortality, compared with 33% mortality at 37°C.  
Based on these results, it was concluded that NPVs are more effective as biological 
control agents at temperatures higher than 27
o
C. However, this effect can be harmful 
among species that do not represent a crops risk, where the lasting ecological 
implications are unknown. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
Los cambios en temperatura son determinantes en la evasión de patógenos por parte 
del hospedero (Silva y Elliot, 2016; Wojda, 2017); sin embargo, en contraste con los 
mamíferos que mantienen una temperatura constante (organismos homeotermos), los 
insectos carecen de dicha regulación de temperatura (organismos poiquilotermos), por lo 
cual puede oscilar en cada momento (Catalán et al., 2012; Mandrioli, 2012; Murdock et 
al., 2012).  Recientemente se ha prestado interés al efecto de la temperatura en la 
inmunidad de insectos, al considerarse uno de los factores afectados en los seres vivos 
por el cambio climático que se está desarrollando en las últimas décadas (Ferguson et 
al., 2016; Gherlenda et al., 2016; Silva y Elliot, 2016; Ferguson et al., 2018; Mastore et 
al., 2019). 
La importancia ecológica de los insectos es inconmensurable desde el punto de vista 
ambiental, así como en el desarrollo de las actividades humanas.  Diferentes clases de 
insectos tienen papeles ecológicos vitales, como por ejemplo la polinización y por ende 
la fertilización de plantas, al igual que el mantener distintas poblaciones al ser parte 
fundamental de las cadenas tróficas.  Sin embargo, algunas especies ocasionan daños a 
la salud humana al ser vectores de enfermedades, o generan pérdidas en la producción 
agrícola y de granos almacenados por insectos considerados plaga, además de daños y 
deterioro de materiales como madera y celulosa entre otros, cuando los insectos se 
establecen y/o se alimentan.  
Dentro de los factores que controlan dichas poblaciones (insectos vectores de 
agentes infecciosos o insectos plaga), está la relación huésped-patógeno, que puede 
darse de manera natural o de forma inducida al emplearse entomopatógenos como 
bioinsecticidas (Senthil-Nathan, 2015).  Hablando específicamente de lepidópteros 
plaga, las fluctuaciones entre sus poblaciones se asocian con epizootias de enfermedades 
virales durante periodos de alta densidad poblacional (Kukan y Myers, 1999). 
Uno de los principales entomopatógenos de lepidópteros que se encuentran en la 
naturaleza son los baculovirus; su ciclo inicia cuando la larva se alimenta de material 
contaminado con cuerpos de oclusión (CO), estructuras proteicas que contienen a las 
partículas virales.  Posteriormente, las proteasas y el pH alcalino del intestino degradan 
los CO, liberando las partículas virales, las cuales pasan a través de la membrana 
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peritrófica del intestino.  Los viriones se fusionan con la membrana plasmática de las 
células cilíndricas del intestino medio, después el ADN contenido en la cápside se dirige 
hacia el núcleo de la célula infectada para iniciar la replicación.  En lepidópteros, la 
infección se esparce hacia otros tejidos, los cuales se convertirán en millones de CO, 
mismos que al morir la larva, serán liberados en el ambiente para continuar con otro 
ciclo infectivo (Cory y Myers, 2003; Clem y Passarelli, 2013).  
La respuesta inmune (RI) de los insectos a los baculovirus produce un costo 
fisiológico a expensas del desarrollo. En adultos, dicho costo reduce su tamaño, 
fertilidad, viabilidad de los huevecillos y vigor (Cory y Myers, 2003). 
Por otro lado, el aumento de la temperatura resulta en mayores tasas de alimentación 
(incluyendo mayor consumo del virus al estar en su alimento) y disminución de los 
tiempos de desarrollo (Elderd y Reilly 2014). Este acortamiento del ciclo de vida puede 
generar un incremento en su resistencia a patógenos, por lo que se incrementarían las 
poblaciones de insectos plaga, así como la de insectos vectores de enfermedades de 
humanos y animales (Suwanchaichinda y Paskewitz, 1998; Schwartz y Koella, 2004). 
Si bien es cierto que la mayoría de los baculovirus son altamente específicos a un 
hospedero, existen algunas excepciones; por ejemplo, el nucleopolihedrovirus múltiple 
de Autographa californica (AcMNPV) puede infectar a 39 especies de larvas de 
lepidópteros, pertenecientes a 13 familias; por lo mismo se ha estudiado extensivamente 
su potencial como agente de biocontrol de plagas agrícolas (Harrison, 2009). 
Trichoplusia ni Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), comúnmente conocido como 
gusano falso medidor, es un insecto plaga cosmopolita, afectando cultivos de hortalizas 
y cucurbitáceas, resaltando como plaga principal de la col-repollo (Brassica oleracea 
var. capitata L.), pero puede causar daños a 119 especies de plantas de 29 diferentes 
familias (Janmaat y Myers, 2005). Presenta características de estrategia poblacional “r”, 
es decir, muestra altas tasas de reproducción, tiempos de generación cortos y capacidad 
de alimentarse de una gran variedad de plantas hospederas (Ehler y Miller, 1978). 
Por esto, este estudio se enfocó en evaluar el efecto de diferentes temperaturas en la 
respuesta inmune humoral y celular de larvas de T. ni, en su interacción virus-hospedero, 
ya que este insecto se ha usado como modelo de infección de AcMNPV tanto a nivel 
orgánico como celular, por su alta permisibilidad (Chen et al., 2014).  
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1. ANTECEDENTES 
 
1.1 El efecto del cambio climático en insectos  
Las predicciones del efecto biológico del calentamiento global que se ha 
experimentado durante las últimas décadas, se pueden separar en cuatro partes: efectos 
fisiológicos, distribución de especies, cambios fenológicos y efectos adaptativos 
(Mattson y Haack, 1987; Hughes, 2000; Lauber y Darvas, 2009).  Para organismos 
poiquilotermos como los insectos, la temperatura ambiental afecta marcadamente el 
potencial de las reacciones bioquímicas importantes para su fisiología.  Al tener un ciclo 
de vida tan corto, inclusive el efecto de un solo cambio prolongado de temperatura, 
puede tener un impacto considerable en dichas poblaciones (Adamo y Lovett, 2011).  
Dentro los límites fisiológicos de las temperaturas cardinales, a mayor temperatura se 
produce una mayor actividad metabólica, mayor tasa de crecimiento y mayor capacidad 
reproductiva (Frazier et al., 2006).  Aun así, la temperatura que genera el mayor número 
de ciclos de vida (temperatura óptima), es mayor a la temperatura en la que se 
distribuyen los insectos (Deutsch et al., 2008). 
Entre los efectos de un aumento de la temperatura, se podría incluir un 
incremento en la densidad poblacional de insectos, lo que conllevaría a una mayor 
incidencia de enfermedades trasmitidas por insectos y mayores pérdidas agrícolas por 
insectos plaga (Adamo y Lovett, 2011).  No obstante, también se sabe que inclusive en 
las mejores condiciones, los procesos reproductivos suceden a expensas del sistema 
inmune (Lawniczak et al., 2007).   
1.2 Inmunidad en insectos  
Las distinciones entre la RI en insectos y mamíferos son considerables, ya que 
los insectos carecen de un sistema adaptativo, no tienen anticuerpos ni células T, como 
ocurren en los vertebrados (Schmidt et al., 2008); pero se sabe que las generaciones 
sobrevivientes a las infecciones de patógenos pueden mejorar su respuesta a una 
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segunda infección o trasferir su estimulación inmunológica a la siguiente generación 
(immune priming) (Contreras‐ Garduño et al., 2016). 
La primer barrera para la entrada de microorganismos y agentes externos (que 
causen lesiones por penetración física o daño del integumento), son las características 
físicas y químicas de la cutícula, que evitan la entrada de microorganismos; seguido de 
una respuesta del sistema inmune que está constituido por proteínas receptoras, las 
cuales reconocen patrones moleculares de todo tipo de invasor ajeno.   
Además de la respuesta humoral, constituida por la expresión de péptidos 
antimicrobianos (PAMs) en el cuerpo graso y células del intestino, en T. ni los PAMs 
más importantes que se han reportado y determinado su función en la defensa contra 
patógenos son: atacina (antibacteriano y antiviral), cecropina (antibacteriano, antiviral), 
defensina (antibacteriano), gloverina (antibacteriano, antiviral), gallerimicina 
(antifúngico), lebocina (antifúngico), y lisozima (antibacteriano) (Freitak et al., 2007), 
así como cascadas enzimáticas de coagulación o melanización de la hemolinfa mediante 
la activación de la fenol oxidasa (PO por sus siglas en inglés); y una respuesta celular 
mediada por diferentes clases de hemocitos encargados de la fagocitosis, nodulación o 
encapsulación de los agentes invasores (Tsakas y Marmaras, 2010).   
Entre los lepidópteros, los hemocitos adhesivos más abundantes son los 
granulocitos, los cuales se distinguen por su morfología granular, se esparcen de manera 
simétrica, tienen capacidad de fagocitosis, reconocen y se adhieren a superficies 
extrañas. Entre ellos, los plasmatocitos son alargados, asimétricos y se adhieren a 
superficies extrañas, por lo cual se les considera hemocitos formadores de cápsula.  
Entre los hemocitos no adhesivos están los oenocitoides, quienes contienen todos los 
componentes de la cascada enzimática de coagulación y melanización; y los esferocitos 
que son una fuente de trasporte de componentes cuticulares (Strand, 2008).  
1.3 Inmunidad y temperatura  
 
El efecto biológico del calentamiento global ha generado interés en el estudio de la 
respuesta inmune de insectos.  El aumento en la inmunidad de vectores de enfermedades 
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y plagas agrícolas por la temperatura representa un desafío al control biológico (Catalán 
et al., 2012; Mandrioli, 2012).  Dichos efectos varían entre los diferentes órdenes de 
insectos. En el díptero Anopheles stephensi (Liston), vector de malaria, Murdock et al. 
(2012) observaron un aumento en los trascriptos de la óxido nítrico sintetasa a 30°C, y 
una disminución de cecropina y defensina; mientras que en ortópteros, Adamo y Lovett 
(2011) reportaron un aumento en la actividad PO y en la expresión de lisozima en 
Gryllus texensis (Cade & Otte), a 5°C por encima de la temperatura ambiental, lo que 
generó un aumento en la resistencia a bacterias Gram negativas, mas no a Gram 
positivas.  
En el chapulín Chorthippus parallelus (Zetterstedt), el aumento de la temperatura 
bajó la infección de hongos entomopatógenos como Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) 
Vuill. y Metarhizium acridum (anteriormente denominada como Metarhizium anisopliae 
var. acridum) (Metchnikoff) Sorokin.  Este fenómeno se adjudicó principalmente a la 
sensibilidad del patógeno a la temperatura, más que a un efecto indirecto de la respuesta 
inmune del huésped (Springate y Matthew, 2005).  
En coleópteros, Catalán et al. (2012) encontraron una correlación positiva entre la 
temperatura y la tasa metabólica con respecto a la RI de Tenebrio molitor L.  En 2014, 
Browne et al. reportaron resultados contrastantes, ya que a temperaturas de 37°C en 
larvas de Galleria mellonella L., se incrementó la inmunidad celular al aumentar la 
densidad de los hemocitos, pero mediante geles de doble dimensión, reportaron una 
sobreexpresión de apoliporina, actividad PO, PAMs y otras proteínas relacionadas con la 
inmunidad.  Dicho efecto se mantuvo después de 24 horas del aumento de temperatura.  
En 2016, Kryukov et al. encontraron que, a 34°C, G. mellonella requirió una dosis 10 
veces mayor de conidios de Metarhizium robertsii (J.F. Bisch.) para alcanzar una 
mortalidad equivalente a la observada a 24°C.  Sin embargo, en la mariposa tropical 
Bicyclus anynana (Butler), el calor aumentó la grasa corporal y el peso, mientras que la 
RI disminuyó, con una menor actividad PO y un conteo inferior de hemocitos (Karl et 
al., 2011). 
En 2016, Garrad et al. reportaron que a temperaturas subóptimas, se requieren 
mayores recursos alimenticios durante el desarrollo, y que el aumento de las 
temperaturas ambientales que se pronostican en las próximas décadas podrían potenciar 
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la fecundidad de Plutella xylostella L., lo que aumenta la probabilidad de supervivencia 
en el invierno y conduce a una expansión más flexible de sus poblaciones.  
Alternativamente, los huéspedes pueden usar la temperatura para su ventaja, empleando 
termorregulación conductual para inducir una fiebre que restringe el crecimiento de 
patógenos (Elliot et al., 2002).  
 
1.3. Trichoplusia ni  
 
T. ni, conocido comúnmente como gusano falso medidor, se distribuye en casi 
todo el mundo afectando cultivos de hortalizas y cucurbitáceas, se considera la plaga 
principal del repollo.  Los huevos son de color perlado o blanco verdoso, tienen un 
diámetro de unos 0.6 mm y eclosionan de 2 a 3 días a 29°C, son puestos de forma 
aislada en pequeños grupos.  El desarrollo larvario es de 18 a 25 días a temperaturas 
entre 21 y 32°C, no tolera temporadas prolongadas de frío; tiene normalmente cinco 
estadios, en los primeros tres suele estar en el envés de las hojas, dejando el haz intacto; 
en el cuarto y quinto estadio defolia las hojas, generando grandes agujeros, consumen 
hasta tres veces su masa corporal de alimento al día.   
 Durante su última fase larval, la oruga teje en el envés de las hojas o en los 
residuos vegetales, un capullo frágil de hilos blancos que protegerán la crisálida de un 
color verde amarillento que se torna castaño cuando envejece, la pupa demora de 4 a 7 
días, aunque es capaz de permanecer tiempos considerablemente más largos en esta 
forma.  El adulto mide aproximadamente 2 cm de largo y tienen un rango de vuelo de 
unos 200 km, llega a vivir de 10 a 12 días, período en el cual las hembras ponen de 300 
a 500 huevos, así que al menos una generación por mes puede ser completada 
exitosamente bajo condiciones climáticas favorables; en campo, dependiendo del clima 
puede tener de 2 a 7 de ciclos de vida al año (Toba et al., 1973).  Al ser un insecto 
susceptible a diferentes entomopatógenos se ha utilizado como modelo para entender la 
resistencia de lepidópteros a la actividad insecticida de las toxinas Cry de Bacillus 
thuringiensis (Tiewsiri y Wang, 2011), al igual que para entender del ciclo infectivo de 
los baculovirus (Chen et al., 2018; Koczka et al., 2018; Shrestha et al., 2018).  En 1973, 
Toba et al. reportaron el efecto de la temperatura en el ciclo de vida de T. ni, 
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considerando como temperatura óptima la de 26.7°C, ya que a 32.2°C el desarrollo fue 
similar, pero se documentó un menor número de eventos de apareamiento y fecundidad 
en los adultos; a partir de los 35°C hubo poco desarrollo y los pocos insectos que 
alcanzaron el estado adulto presentaron deformidades.  
 
1.4 Los baculovirus  
 
La familia Baculoviridae es una familia grande y diversa de virus ocluidos de ADN 
de doble cadena, los cuales infectan a más de 600 hospederos, principalmente 
lepidópteros, himenópteros y dípteros.  Los virus del género Alphabaculovirus forman 
CO poliédricos que contienen muchos viriones de forma bacilar, por su tamaño (1-15 
µm), los CO son fácilmente visibles en el microscopio óptico, lo que permite que se 
usen como unidad de virulencia (Eberle et al., 2012; Jehle et al., 2006).  Los NPVs 
pueden considerarse como simples (SNPV) o múltiples (MNPV), dependiendo del 
número de nucleocápsides contenidas en una solo envoltura. Las nucleocápsides tienen 
un tamaño variable de 30 a 60 nm de ancho y 250–300 nm de longitud.  La mayoría de 
los baculovirus forman dos tipos de partículas virales infecciosas, virus de brotación 
(VB) y virus derivados de la oclusión (VDO).  En el intestino de los lepidópteros, los 
cuerpos de oclusión se disuelven por el pH alcalino y se liberan los VDO, los cuales 
atraviesan la membrana peritrófica del intestino la cual protege el intestino medio 
(Williams et al., 2017).  Varias proteínas víricas son requeridas para la infección vía 
oral, los factores de infectividad per os, están compuestos por las proteínas PIF0, PIF1, 
PIF2, PIF3, PIF4, PIF5 y PIF6 componentes de la envoltura de los VDO, están 
involucrados en la unión a receptores, en cierto grado muchas de estas proteínas son las 
que le dan la especificidad al hospedero (Song et al., 2016).  Una vez dentro, la 
nucleocápside se transporta a poros nucleares, se desprenden de la cápside y comienza la 
transcripción de los genes víricos, así como la generación de nueva progenie viral y la 
producción de alteraciones de las funciones fisiológicas del insecto para facilitar el 
desarrollo de la infección en el hospedero (Javed et al., 2017; Jakubowska et al., 2013; 
Salem et al., 2011).  
Las nucleocápsides formadas son transportadas hasta la membrana celular, de donde 
brotan adquiriendo una envoltura de dicha membrana para formar los viriones brotados.  
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Estos circulan a través de la hemolinfa diseminando la infección a los demás tejidos y 
órganos susceptibles como los hemocitos, el cuerpo graso y la tráquea, entre otros, 
proceso conocido como infección secundaria (Rohrmann, 2013a). 
En el núcleo de estas células se lleva a cabo la replicación y transcripción viral y se 
ensamblan las nuevas nucleocápsides.  En los estados más tardíos de la infección, las 
nucleocápsides son ocluidas en la matriz proteica de poliedrina o granulina, para formar 
los CO y ocasionar la muerte de la larva.  Los CO pueden ser liberados al ambiente por 
la licuefacción de la larva infectada para comenzar un nuevo ciclo de infección 
(Slavicek, 2012).   
Los insectos que sobreviven a dichas infecciones pueden presentar del 15 al 100% de 
una infección subletal en adultos, la cual puede mantenerse al menos durante 5 
generaciones en Spodoptera exigua (Hübner) afectando su capacidad reproductiva y de 
desarrollo, así como aumentando la susceptibilidad a aislados del mismo NPV (Sparks et 
al., 2008; Cabodevilla et al., 2011).  
 
1.4.1 Nucleopoliedrovirus múltiple de Autographa californica  
El nucleopoliedrovirus múltiple de Autographa californica (AcMNPV) fue 
descrito en 1970, del lepidóptero A. californica (Speyer) (Vail et al., 1971). Puede 
infectar a 39 especies de larvas de lepidópteros, pertenecientes a 13 familias y replicarse 
en sus líneas celulares derivadas (Harrison, 2009). Tiene un genoma circular de 133.9 kb 
y contiene 156 marcos abiertos de lectura (Rohrmann, 2013c).  
AcMNPV es el baculovirus más estudiado, la publicación de la secuencia del 
genoma de AcMNPV proporcionó la base para comprender la diversidad de baculovirus 
(Ayres et al., 1994).  Se han realizado estudios de eliminación o mutación de genes para 
dilucidar su función, y se ha utilizado como vector de expresión en múltiples sistemas, 
AcMNPV es capaz de ingresar en células de mamífero, pero no replicarse en ellas, lo 
que confirma la seguridad de este baculovirus para ser utilizados como vector viral 
(Liang et al., 2004), bioplaguicida (Haase et al., 2015) e incluso como vector para 
terapia génica somática (Kwang et al., 2016).  
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Como ya se mencionó, los promotores de las proteínas no esenciales poliedrina y 
P10 se aprovechan de estos nucleopoliedrovirus para regular la expresión del gen de 
interés (Hu, 2008).  Varias líneas establecidas de células de insecto son susceptibles a la 
infección por AcMNPV.  Entre ellas están las provenientes de Spodoptera frugiperda 
(Walker) y T. ni.  Las líneas más utilizadas son Sf9 y Sf21, ambas obtenidas a partir de 
tejidos de ovario de S. frugiperda (Rohrmann, 2013b).  
 
1.5 Respuesta inmune a baculovirus  
 
En la trasmisión horizontal, los virus ingresan al insecto por la ingesta de alimento, 
entran a las células por el epitelio intestinal, y en el caso de los baculovirus se replican 
en técnicamente todos sus tejidos.  La protección de los insectos a la infección por 
baculovirus se lleva a cabo por barreras físicas y fisiológicas, como el pH, proteasas y 
lipasas en el intestino del insecto. Además de una respuesta inmune que puede ser de dos 
tipos: a) celular, mediante el reconocimiento y encapsulación de tejidos infectados, o b) 
humoral, mediada por diferentes vías de señalización que activan a la actividad de la PO, 
la expresión de péptidos antivirales como gloverina, cecropina y proteínas paralizantes 
de unión a péptido o una inhibición subcelular, mediante ARN de interferencia o la 
inducción de apoptosis de células infectadas (Cory y Myers, 2003; Sparks et al., 2008).  
Se ha reportado que la apoptosis puede ser bloqueada por genes virales inhibidores como 
p35, p25, p49 y IAPs, los cuales se unen e inhiben la actividad de las caspasas (Clem y 
Passarelli, 2013). 
 
1.6 Baculovirus y temperatura  
 
Los efectos de la temperatura en la infección con NPV son notables a 
temperaturas mayores a los 30°C. Mohamed et al. (1985) reportaron que de 30 a 35°C se 
indujo una infección latente de NPV en larvas del himenóptero Neodiprion sertifer 
(Geoffroy), pero no a temperaturas intermedias de 25°C.  En el lepidóptero Diatraea 
saccheralis (F.) se reportó mortalidad por NPVs en larvas al aumentar la temperatura de 
17 a 37°C (Ribeiro y Pavan, 1994).  En Bombyx mori L., el desarrollo de la infección en 
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pupas fue inhibido a temperaturas de 35°C (Kobayashi et al., 1981).  En Malacosoma 
californicum pluviale (Dyar) Frid y Myers (2002) encontraron que no existe un efecto 
significativo de la temperatura en la dosis letal media (DL50) del NPV, aunque sí acortó 
el tiempo letal de la infección en el insecto conforme se aumentaba la temperatura, 
principalmente de 30-35°C. 
Estudios in vitro en la línea celular sf9 de S. frugiperda, indican que la 
temperatura óptima de infección se encuentra entre 24-28°C, siendo 28°C la óptima para 
dicha línea (Shao-Hua et al., 1998), pero esta temperatura es con fines de producción del 
virus en líneas celulares y esta difiere de la temperatura corporal observada para este 
tipo de insectos en campo (Adamo y Lovett, 2011).  A nivel laboratorio, Elderd y Reilly 
(2014) encontraron que al aumentar la temperatura aumenta la ingesta y baja el tiempo 
de desarrollo, a medida que el huésped consume el virus junto con el tejido de la hoja en 
el que reside, es probable que el aumento de la velocidad de alimentación aumente la 
probabilidad de que un individuo consuma tejido de la hoja junto con los CO. 
Por lo anterior expuesto, se hipotetizó que la relación entre las infecciones con 
baculovirus y la temperatura durante el ciclo de desarrollo de T. ni se verá reflejada en la 
expresión de genes relacionados con su respuesta inmune, además de la actividad PO y 
la proliferación y diferenciación de hemocitos, lo cual afectara su susceptibilidad al 
baculovirus AcMNPV.  
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2. JUSTIFICACIÓN  
 
El cambio climático que se ha registrado en las últimas décadas, podría ampliar el 
área de distribución de insectos vectores de enfermedades y acelerar el metabolismo y el 
número de ciclos de vida de insectos plaga, generando más pérdidas agrícolas.  
Actualmente, se está prestando mucha atención al efecto de la temperatura en la RI 
de insectos, ya sea de manera basal o bajo la exposición a patógenos como hongos y 
bacterias.  Sin embargo, es poco lo que se sabe de este efecto en infecciones con 
baculovirus, los cuales pueden afectar la dinámica poblacional de sus huéspedes. Si este 
fenómeno se viese modificado aumentando la RI, se esperaría un aumento en la 
densidad poblacional de plagas agrícolas, generando fuertes pérdidas económicas. En 
cambio, si se viese disminuida, se podrían bajar dichas poblaciones, incluyendo a 
especies migratorias y endémicas.  
Para clarificarlo, se evaluaron dichos efectos en las infecciones con baculovirus a 
nivel transcripcional en genes relacionados con la inmunidad celular, midiendo la 
actividad PO en el lepidóptero Trichoplusia ni, el cual se seleccionó como modelo de 
insecto plaga. 
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3. HIPÓTESIS 
 
Los cambios de temperatura modifican la respuesta inmune celular y/o humoral de 
larvas de T. ni infectadas con bajas concentraciones de AcMNPV.  
 
 
4. OBJETIVOS DEL TRABAJO 
 
Objetivo General 
 
Determinar el efecto de la temperatura en la respuesta inmune humoral y celular de 
larvas de Trichoplusia ni, inoculadas con AcMNPV. 
 
 
Objetivos específicos 
 
 Evaluar el efecto de la temperatura en el número de hemocitos de larvas de T. ni 
bajo diferentes condiciones de temperatura e infección por virus. 
 Evaluar el efecto de la temperatura en la actividad fenol oxidasa de larvas de T. 
ni bajo diferentes condiciones de temperatura-infección-virus. 
 Evaluar el efecto de la temperatura en la expresión de genes de importancia en la 
inmunidad de T. ni sometida a NPV. 
 Evaluar el efecto de la temperatura en la susceptibilidad transgeneracional de 
larvas de T. ni a AcMNPV. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.1 Cría de insectos 
 
El lepidóptero que se empleó como modelo biológico para medir el efecto de la 
temperatura en la respuesta inmune fue una cepa de laboratorio de T. ni. Las larvas se 
mantuvieron en dieta artificial, a una temperatura de 27°C ± 2°C y humedad relativa del 
75% ± 10% (Tamez-Guerra et al., 2006), en la Unidad de Formulación de Biológicos del 
Departamento de Inmunología y Virología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
UANL. 
Para verificar que las larvas de T. ni criadas en el laboratorio estuvieran libres de 
nucleopoliedrovirus que afectaran en los resultados experimentales, se realizó una una 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los oligonucleótidos para el gen de 
la poliedrina mediante las condiciones reportadas por Woo (2001), y el gen lef-8 
(Herniou et al., 2004) y así asegurar que las larvas estuvieran libres de NPVs. 
 
5.2 Selección de concentración de AcMNPV 
 
Para determinar la mejor concentración y método de exposición del insecto al 
entomopatógeno que se adecuaran a los experimentos, se evaluaron tres métodos de 
inoculación para bioensayos concentración-mortalidad, esto con el fin de estimar la 
concentración letal media (CL50) y la CL25 en CO/µL en gota teñida, CO/mL de dieta, 
CO/cm
2
, en larvas del 3er estadío. Dichas concentraciones se estimaron mediante un 
análisis Logit usando el paquete estadístico Statistical Package for the Social Sciences 
versión 17.0 (SPSS, 2008). 
Los CO de AcMNPV usados en los diferentes ensayos se replicaron en larvas de 
T. ni expuestas a una concentración de 1x10
5
 CO/mL de dieta artificial. A los 5 días se 
colectaron las larvas muertas con las características de infección con NPV, se tamizaron 
para descartar fragmentos cuticulares, los CO se purificaron mediante gradientes de 
sacarosa (Carbonell y Miller, 1987), y se re-suspendieron en buffer de fosfatos salinos 
(PBS por sus siglas en inglés; NaCl a 137 mM, KCl a 2.7 mM, Na2HPO4 a 10 mM y 
KH2PO4 a 1.8 mM, pH = 7.4). 
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5.2.1 Bioensayo de gota teñida  
Se evaluaron seis diluciones seriadas 1:5, partiendo de 3x10
6
 CO/µL en una 
solución de azúcar al 10% con 1% de colorante rojo grado alimenticio.  Se utilizaron 40 
larvas de 3er estadío por tres repeticiones. Las larvas se mantuvieron sin alimento 
durante 30 min, posteriormente se colocaron gotas de la suspensión con las diluciones 
del virus, al ingerir la suspensión con colorante las larvas exteriorizan una coloración 
roja, lo cual nos asegura que consumieron la suspensión, estas larvas se transfirieron a la 
dieta artificial (Tamez-Guerra et al., 2000).  La ventaja de este tipo de inoculación, es 
que se pueden seleccionar sólo las larvas que consumieron al entomopatógeno; sin 
embargo, el inóculo sólo es consumido por una ocasión y es difícil determinar con 
exactitud la cantidad de CO consumidos.  
 
5.2.2 Bioensayo de inoculación a la dieta 
Para este ensayo se probaron siete concentraciones de CO/mL, realizando 
diluciones seriadas de 1:5 para tener de 5x10
6
 a 5x10
3
 CO/mL.  Se agregaron las 
diferentes diluciones a la dieta antes de que gelificara, a una temperatura aproximada de 
40°C, para evitar la pérdida de la viabilidad, Se evaluaron 60 larvas del 3er estadío para 
cada dilución por tres repeticiones (Tamez-Guerra et al., 1998).   
 
5.2.3 Bioensayo de aplicación superficial a la dieta 
Las concentraciones que se utilizaron fueron siete diluciones seriadas 1:5, 
partiendo de 1x10
5
 cuerpos de oclusión (CO) por cm
2
 de la dieta artificial, cubriendo una 
superficie total de 16.6 cm
2
 en vasos de plástico.  Se evaluaron 60 larvas del 3er estadío 
para cada dilución por tres repeticiones (Tamez-Guerra et al., 2006).   
 
5.3 Efecto de la temperatura en la respuesta inmune a AcMNPV 
 
Para evaluar el efecto de la temperatura en la respuesta inmune a los baculovirus, 
se utilizaron larvas del 3er estadío. Los criterios de selección fueron: peso de larvas 
(125+-25 mg), presentar coloración característica y ausencia de fragmentos de exuvia en 
la cutícula. 
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Para mantener la temperatura de los tratamientos se utilizó una mini incubadora 
(Labnet International Inc, Woodbridge NJ), cuya puerta es de vidrio y permite el paso de 
la luz, las temperaturas evaluadas fueron; 27°C que se tomó como temperatura óptima 
de crecimiento (Toba et al., 1973), 32 y 37°C con y sin la CL25 mediante la 
incorporación a la dieta artificial; todos los ensayos se hicieron con 50 larvas por 
tratamiento por tres repeticiones.  Pasadas las 48 h, para cada tratamiento y repetición se 
colectaron 6 larvas para cada tipo de muestra, extracción de ARN, hemolinfa para la 
observación inmediata de hemocitos, y hemolinfa para la separación del plasma y la 
cuantificación de la actividad PO.  Las muestras se procesaron como se describe a 
continuación.  
 
5.3.1 Conteo de hemocitos  
Inmediatamente después de las 48 h del experimento descrito anteriormente se 
colectó la hemolinfa de las larvas haciendo una pequeña incisión en la segunda pata 
falsa teniendo cuidado de no perforar los intestinos. La gota de la hemolinfa que brota 
después de la punción fue colectada en un microtubo de 0.6 mL.  Partiendo de la 
hemolinfa de larvas de los diferentes tratamientos, se realizaron diluciones 1:10 en PBS 
para estimar el número de los diferentes tipos de hemocitos, se colocaron 10 µL de la 
dilución en un hemocitómetro y se visualizaron en un microscopio óptico con un 
aumento de 400X, calculando el número de células de esferocitos, pro-hemocitos, 
plasmatocitos y oenocitoides, con base en la descripción de Strand (2008). 
 
5.3.2 Actividad fenol-oxidasa (PO) 
La actividad PO se determinó en placas de 96 pozos con 5 µL del plasma de 
hemolinfa que contiene la enzima activa o inactiva (sobrenadante obtenido por 
centrifugación en frío a 4°C a 5,000 gravedades por 5 min para eliminar las células, las 
cuales se almacenaron a -70°C hasta su uso), y 195 µL de 10 mM L-dihidroxi-
fenilalanina (L-DOPA) en buffer salino de fosfatos (PBS) como sustrato de la enzima.  
Después de una incubación de 30 min a 27°C se midió la absorbancia a 490 nm en un 
lector de placas (Bio-Tek Instruments Highland Park Winooski, VT, EE. UU).  La 
lectura se realizó por triplicado para cada repetición; los resultados de actividad 
enzimática se expresaron en unidades enzimáticas, donde una unidad de PO se define 
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como la cantidad de enzima que produce un incremento de 0.001 de absorbancia en un 
minuto (Valadez-Lira et al., 2017). 
 
5.5.5 Expresión relativa de genes relacionados con la respuesta inmune  
Se estimó la expresión relativa de los principales genes de la respuesta inmune de 
T. ni utilizando las condiciones y sondas TaqMan empleadas por Valadez-Lira et al. 
(2017) con eficiencia validada Tabla 1. La cuantificación se realizó por el método 
comparativo CT (2
-∆∆Ct
) utilizando como control endógeno el gen de la proteína 
ribosomal PRS5.  
 
Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos de péptidos antimicrobiales de 
Trichoplusia ni en sentido 5´ a 3´ en orden en sentido delantero, sonda y reverso 
GEN 
Secuencias (Oligonucleótidos en sentido 5´ a 3´, sonda y 
reverso) 
PRS5 
TGT TGA GGC GCT TGA CAA ACT CT 
ACG TCC GTG CAT CAT C 
GCC ATA AGT TTC TTG CCG TTG TT 
Atacina 
CGG CTT GTC CGT AAT GAA GGA 
CTG TCG CCG AAG CCA 
TGC CAG CTC CCG TCA G 
Cecropina 
TGT TCG CTT GTC TGG TCT TCA C 
CAG GGA CCG CCG TCA CA 
TGT TCT GTC CAA CCT TTT CAA TTT TCT TG 
Defensina 
GAT GAA AGT GTT GTG CCA ATA AGC A 
TTG CTG CCA AGG CTT C 
TGA TTT CTC CAA TTT TGT GGT ATC CTC TT 
Gallerimicina 
TTC CTG GCG CAG TAG AAT CTG 
ATG TCC CCA TTT TGC C 
TCG GCC CTT GGA TAG TTA CCT T 
Gloverina 
CGA CTA TGG TGG CAG CAG TAT A 
CTT GGT GGC AAA CTA G 
GCT CTT GCG TTG TCG TTA GAC 
Lebocina 
CAT CAT GGT GAG AGG GTT GAG A 
TCG GCG TCC CAA GAC T 
GGC CGG CTG CTA CCA 
Lisozima 
GCG CCA AGA AGA TCT ACA AAC G 
ACG CCT GGA ACT TGT 
AGT TCC CTG GCA GTG GTT AC 
PGRP 
GCC CTG AGA GCA TTG CTT AGA T 
CTC CGC TCC ACA CCA C 
GGT AGT TGG CGG TGA GAT GA 
 
   
El método 2
-∆∆Ct
 se basa en la relación entre la expresión del gen de interés 
normalizado con un gen endógeno de la muestra de interés (tratamiento) y la muestra 
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calibradora (control), Este método es una forma conveniente de calcular los niveles 
relativos de expresión génica entre diferentes muestras, ya que utiliza los ciclos de 
umbral (CT) generados por la qPCR para el cálculo.  
 
Se estimaron los cambios de expresión en:  
I. El aumento de temperatura (27°C contra 37°C).  
II. La infección con virus (larvas sanas contra larvas infectadas a 27°C).  
III. El efecto de la infección con virus entre larvas infectadas a 27°C en 
comparación a las infectadas a 37°C. 
IV. El efecto de la infección con AcMNPV a 37°C (comparación entre las 
larvas sanas e infectadas, ambas incubadas a 37°C).    
 
El ARN se purificó usando el reactivo Tri-Reagent (Ambion, Inc, Austin, TX, 
USA) a partir del homogenizado de los intestinos de seis larvas, para visualizar el 
contraste en expresión generada por la temperatura solo se usaron los tratamientos de 27 
y 37°C.  La síntesis del ADN complementario (ADNc) se realizó a partir de 2 µg de 
ARN con el kit Applied Biosystems High Capacity cDNA RT kit; una vez sintetizado se 
diluyó 1:10 para utilizar 5 µL por reacción lo que corresponde a 50 ng de ADNc.  
La qPCR se hizo con sondas TaqMan con florescencia FAM, mediante las 
condiciones y reactivos de TaqMan Universal PCR master mix de Applied Biosystems 
que usa como referencia pasiva la florescencia de ROX (Foster City, CA, EE. UU.), las 
reacciones se corrieron en el equipo PCR System Thermocycler 7500 (Applied 
Biosystems).  Las condiciones de temperaturas y tiempos recomendadas por el 
fabricante fueron de 50°C durante 2 min, una desnaturalización inicial de 95°C por 10 
min, 40 ciclos de 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min. 
 
5.4 Efecto de la temperatura en la susceptibilidad transgeneracional a AcMNPV 
 
Primeramente, se realizó un bioensayo para ver el efecto de la CL25 estimada en 
larvas incubadas a temperaturas de 27, 32 y 37ºC: Como control se mantuvieron larvas 
sin la exposición a AcMNPV a las temperaturas mencionadas, Se utilizaron 30 larvas de 
3er estadío por cada tratamiento por tres repeticiones.  La mortalidad se leyó a los 4 días.  
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A partir de las larvas sobrevivientes, se tomaron muestras de hemolinfa para analizar la 
actividad PO bajo las condiciones evaluadas.  Las larvas restantes (F1), se cruzaron entre 
sí y se mantuvieron en cría, Las larvas obtenidas de la siguiente generación (F2) se 
expusieron bajo los mismos parámetros para comparar la mortalidad y la actividad PO 
entre la F1 y F2.    
 
5.5 Efecto de los cambios de temperatura en la actividad PO. 
 
Para evaluar cómo afectan los cambios de temperatura en la respuesta inmune de 
T. ni a AcMNPV, se realizaron bioensayos con cambios de temperatura de exposición al 
NPV, considerándose las siguientes combinaciones de eventos de 0 a 12 h (A) y 12 a 24 
h (B); Durante este tiempo se mantuvieron las larvas a 27°C ó a 37°C, con o sin virus 
(Tabla 2).  Después de las 24 h de exposición, se extrajo la hemolinfa de los insectos 
para evaluar la actividad PO (Tabla 2).   
Este experimento se realizó para saber qué efecto tendría en el insecto la 
inoculación del NPV después de estar expuesto a una temperatura por arriba de la 
óptima. 
 
Tabla 2. Tratamientos utilizados para evaluar el efecto de los cambios de la temperatura 
en respuesta inmune de Trichoplusia ni a AcMNPV  
Prueba A B Resultado esperado  
1 37°C + 
Virus 
27°C Recuperación de la RI de insecto a la temperatura 
óptima después de verse afectado por el virus a 
temperatura alta 
2 37°C   27°C Recuperación de la RI después de estar a los 
37°C 
3 27°C + 
Virus 
27°C Efecto de la dosificación no continua  
4 27°C   27°C  Control 
5 37°C   27°C+ 
Virus 
RI a la infección con AcMNPV después de un 
evento de temperatura alta 
6 27°C + 
Virus 
37°C   RI posterior a un evento de temperatura alta de 
larvas infectadas a la temperatura optima  
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7 27°C   37°C   Control 
 
 
 
5.5 Análisis estadísticos  
 
Para el análisis estadístico de los datos, se utilizó el software Statistical Package 
for the Social Sciences versión 17.0 (SPSS, 2008).  Las CL25 y CL50 se calcularon 
mediante un análisis Logit.  Para determinar diferencias entre el efecto de las diferentes 
temperaturas y la infección con virus (variables independientes), se efectuó un análisis 
de varianza de una, dos o tres vías dependiendo de los factores, utilizando como 
variables dependientes la actividad PO (U/µL), el número de hemocitos (hem/µL), 
número de insectos muertos, evaluando la hipótesis a una p ≤ 0.05, utilizando la 
corrección de Bonferroni para contrarrestar el problema de las comparaciones múltiples. 
Al detectar diferencias significativas, se procedió a efectuar el test de comparaciones 
múltiples Tukey para determinar las diferencias mínimas significativas; en las 
comparaciones de mortalidad y PO transgeneracional se utilizó una prueba t pareada (p ≤ 
0.05).  
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6.  RESULTADOS 
6.1 Detección de NPVs de la cría de T. ni.  
Para validar que la cría de T. ni estuviera libre de cualquier infección latente de 
NPVs. En ninguno de los 4 lotes de T. ni evaluados se detectó la presencia de ADN de 
los genes poliedrina y lf-8 (anexos 1 y 2), para asegurar que la extracción de ADN tenía 
la calidad para la PCR se amplifico el gen 18 S ARNr en todas las muestras (anexo 3). 
 
6.2 Selección de concentración de inóculo de AcMNPV 
 
Para estandarizar la concentración, el tiempo y las condiciones para realizar los 
bioensayos, se estimó la CL25 y la CL50, evaluando diferentes protocolos de inoculación 
en larvas del 3er estadío. 
 Los bioensayos de gota teñida arrojaron una CL50 de 3x10
6
 CO/µL con un 
intervalo de confianza de 95% (IC95%) entre 1.8 x10
6
 hasta 6.5x10
6
, y una CL25 no 
estimable (CL25 negativa), este es un método efectivo para calcular la CL; sin embargo, 
en larvas de 3er estadío es complicado, ya que, al no estar en la dieta, las larvas tienden a 
ser agresivas entre ellas y es difícil tener un número de individuos suficientes que 
consumieran el virus. 
En cuanto al método de inoculación de los CO diluidos en la dieta, se calculó una 
CL50 3.0x10
6 
CO/mL
 
y un IC95% entre 1.8x10
6 
y 6.5x10
6
, en cuanto a la CL25 tampoco 
fue estimable.  La validación de la CL50 resultó en una mortalidad del 60% ± 5.7%. 
La aplicación de CO a la dieta de manera superficial dio como resultado una 
CL50 de 1.5x10
5
 con un IC95% de 1.0x10
5
 hasta 4.1x10
5
, al repetir el bioensayo 
utilizando esta concentración (validación) se obtuvo una mortalidad de 53.3 ± 5.7%. La 
CL25 fue de 9.5x10
4 
con un IC95% de 6.3x10
4 
hasta 2.3x10
5
, con una validación de 
mortalidad de 25.5% ± 5.0%.  Por estas validaciones y al poder estimar una CL25 
factible, este fue el método de inoculación seleccionado.  
 
6.3 Efecto de la temperatura en la respuesta inmune a AcMNPV 
 
6.3.1Actividad fenol-oxidasa (PO) 
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El efecto de la temperatura en la actividad PO como respuesta inmune humoral 
se puede apreciar en la Fig. 1. Por encima de los 27°C, la actividad de esta enzima se ve 
significativamente disminuida en larvas expuesta a la CL25 de AcMNPV (Virus F1,12= 
48.591; p< 0.01; Temperatura F2,12 =29.272; p<0.01; Virus/temperatura F2,12 =0.840; 
p>0.05), no hay diferencias significativas en la interacción virus/temperatura), ni entre 
los 32 y 37°C no hay diferencias significativas.   
Al incrementar la temperatura, la enzima era menos activa; esta tendencia 
también se observó en el control (larvas no expuestas al virus); a pesar de que no se 
observaron diferencias significativas, la actividad de la enzima PO tuvo una tendencia de 
disminuir conforme la temperatura aumentaba (Fig. 1). Las larvas infectadas a 27°C 
fueron las que presentaron mayor actividad.  
 
 
Figura 1. Efecto de la temperatura en la actividad fenol oxidasa inducida por AcMNPV. Las 
barras de las columnas representan la desviación estándar. Diferentes letras sobre cada columna 
indican valores significativamente diferentes (Tukey HSD, α=0.05). 
 
 
6.3.2 Conteo de hemocitos  
En cuanto a la respuesta inmune celular (Fig. 2), el número de hemocitos totales 
fue significativamente inferior en las temperaturas de 32 y 37°C (6.2x10
3
 y 8.3x10
3
) en 
comparación a 1x10
4
 hem/mL de la temperatura normal de crecimiento (27°C) en las 
larvas expuestas al NPV (Virus F1,11 = 9.32; p<0.01; Temperatura F2,11=13.83; p<0.01; 
F2,11=11.95; p<0.01), entre el control y las temperaturas de 32° y 37ºC no hubo 
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diferencias, presentando proliferación de hemocitos en respuesta al virus solo a los 27ºC, 
siendo la interacción virus/temperatura significativa. 
 
 
Figura 2. Efecto de la temperatura en el número de hemocitos totales en larvas infectadas con 
AcMNPV. Las barras de las comunas representan la desviación estándar. Diferentes letras sobre 
cada columna indica valores significativamente diferentes (Tukey HSD, α=0.05). 
 
El número de hemocitos totales es indicador de la inmunocompetencia del 
insecto, como resultado de la proliferación y la diferenciación de pro-hemocitos en 
células más especializadas, siendo los esferocitos y los oenocitoides los que presentaron 
una disminución más marcada (Estadísticos en la Fig. 3), principalmente en las larvas 
expuestas a NPV, presentando 69.8 y 60.8% menos esferocitos a 32° y 37°C, 
respectivamente, y 75.4-50.5%, menor número de oenocitoides/µL, en comparación con 
las larvas incubadas a 27°C, como se visualiza en la Fig. 3.  Se observó un 73% mayor 
número de pro-hemocitos y 76.9% más de granulocitos a 32°C en las larvas libres de 
NPV, en comparación a la temperatura óptima (27°C).  En el caso de los esferocitos, en 
las larvas no expuestas al NPV, el número células disminuyó a las temperaturas por 
encima de la temperatura óptima (40.8 y 54.9% fue menor a 32° y 37°C, 
respectivamente). Los plasmatocitos no se visualizaron en todas las muestras por lo cual 
no se realizó análisis estadístico.  
 
A 
B B 
B B 
B 
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
14000
16000
Virus Control
H
em
o
ci
to
s/
µ
L
 
27 °C
32 °C
37 °C
23 
 
 
Figura 3. Efecto de la temperatura en el número de los diferentes tipos de hemocitos en 
infecciones con AcMNPV. Las barras de las columnas representan la desviación estándar. 
Diferentes letras sobre cada columna indica valores significativamente diferentes entre cada tipo 
de hemocito (Tukey HSD, α=0.05). 
 
6.3.3 Expresión relativa de genes relacionados a la respuesta inmune  
Los niveles basales de expresión de los principales péptidos antimicrobianos de 
larvas sanas de T. ni fueron afectados por el aumento de temperatura (Fig. 4), siendo la 
gloverina quien presentó un aumento de la expresión de 334 veces en comparación con 
la temperatura de 27°C (representada en la barra horizontal con valor de uno). También 
se detectó una baja en la expresión de la proteína de reconocimiento a péptidoglicano 
(pgrp) con una represión (0.0027) y de la lebocina (0.25) en comparación al control. La 
expresión de cecropina y defensina tuvieron un aumento de 4 y 5 veces; mientras que la 
disminución de la expresión de atacina, lisozima, gallerimicina y lebocina no fue tan 
notoria (0.25, 0.6, 0.4, y 0.3, respectivamente). 
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Figura 4. Efecto del aumento de temperatura en larvas sanas (a 37°C) en la expresión relativa de 
genes relacionados a la respuesta inmune, en comparación a 27°C (representada por la barra 
horizontal con valor a 1.0). Las barras de las columnas representan la desviación estándar.  
 
   
Tras las infecciones con AcMNPV bajo condiciones de temperatura de 27°C, la 
expresión de los genes atacina, defensina, gloverina y lebocina se vio aumentada 68.9, 
6.3, 52.6 y 7.7 veces, respectivamente; mientras que los cambios de expresión de la 
cecropina, lisozima, pgrp y gallerimicina fueron mínimos (Fig. 5). 
 
 
Figura 5. Efecto de la infección con AcMNPV a 27°C en la expresión relativa de genes 
relacionados a la respuesta inmune en comparación a larvas sanas (representada por la barra 
horizontal con valor a 1.0). Las barras de las columnas representan la desviación estándar.  
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En los niveles de expresión entre larvas infectadas e incubadas a 37°C, en 
comparación a las infectadas e incubadas a 27°C, se observó que, con excepción de la 
galleromicina, todos los genes tuvieron en promedio una disminución no menor al 10%  
(0.1 veces) como se visualiza en la Fig. 6.  
 
 
Figura 6. Efecto de la infección con AcMNPV a 37°C en la expresión relativa de genes 
relacionados a la respuesta inmune, en comparación a larvas infectadas a 27°C (representada por 
la barra horizontal con valor a 1.0). Las barras de las columnas representan la desviación 
estándar 
 
 
El efecto de la infección vírica de larvas incubadas a 37°C, en comparación a las 
larvas sanas incubadas a la misma temperatura (Fig. 7), resultó en un aumento de la 
expresión de los genes atacina y pgrp de 552 y 900 veces respectivamente, y en menor 
proporción la expresión de lisozima, gallerimicina y lebocina, con valores de 12.8, 19.2 
y 39.4 veces, respectivamente.   
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Figura 7. Efecto de la infección con AcMNPV a 37°C en la expresión relativa de genes 
relacionados a la respuesta inmune en comparación a larvas sanas incubadas a 37°C 
(representada por la barra horizontal con valor a 1.0). Las barras de las columnas representan la 
desviación estándar 
 
 
6.4 Efecto de la temperatura en la susceptibilidad transgeneracional a AcMNPV 
 
Las larvas F1, expuestas a la CL25 tuvieron una mortalidad de 24.4 ± 2% (Fig. 8), 
la mortalidad se elevó hasta un 41% a los 32°C y un 48.8% a 37°C, en el caso de los 
controles la mortalidad aumentó ligeramente al incrementarse la temperatura, pasando 
de 4.4% a 27°C al 6.6 y 8.8% de mortalidad a los 32° y 37°C, respectivamente. 
La mortalidad en la siguiente generación F2 (a partir de las larvas sobrevivientes 
F1 expuestas al NPV), fue significativamente menor (F1,35 =5.85; p=0.02), a la CL25 solo 
se obtuvo un 1.1% de mortalidad a 27°C; sin embargo, la temperatura no incrementó 
significativamente la mortalidad, alcanzando un 11 y 13% a los 32 y 37ºC en larvas no 
expuestas. Comparado con la mortalidad en las larvas F2 incubadas a 32 y 37°C, la 
mortalidad solo fue mayor comparada con larvas inoculadas con virus a 27°C (p< 0.05), 
con un 27.7 y 33.3%, respectivamente (F2,35 =11.4; p<0.01). 
En los controles, el aumento de la temperatura incrementó la mortalidad, 
alcanzando un 11 y 13% a los 32 y 37ºC en la F2.  El porcentaje de mortalidad entre las 
larvas expuestas al virus a 27ºC de la F2 no mostró diferencias significativas con 
respecto a ninguno de los controles.   
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Figura 8. Efecto de la temperatura en la susceptibilidad transgeneracional a AcMNPV. Las 
barras de las columnas representan la desviación estándar. Diferentes letras sobre cada columna 
indica valores significativamente diferentes (Tukey HSD, α=0.05). 
 
 
Al comparar la mortalidad transgeneracional a las diferentes temperaturas entre 
las larvas F1 y F2, solo se encontró una diferencia significativa a 27°C, de un 24.4% en 
la F1 a un 1% en la F2 (Fig. 9) (p < 0.05). 
 
 
Figura 9. Susceptibilidad transgeneracional a AcMNPV en las diferentes temperaturas 
evaluadas. Las barras de las columnas representan la desviación estándar (* p < 0.001) (t 
student). 
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6.5 Efecto de la temperatura en la actividad PO transgeneracional a AcMNPV 
 
En cuanto a la respuesta inmune humoral (Fig. 10), la actividad PO fue mayor en 
los tratamientos de larvas expuestas a NPV a los 27 y 32°C en comparación a los 
controles (F1,35 =12.06; p<0.01), y entre las inoculadas con virus a 27°C en comparación 
a la temperatura de 37ºC (F1,35 =14.57; p<0.01), en larvas F1. No se observaron 
diferencias entre las larvas F1 y F2 (F1,35 =12.06; p=0.21). 
 
 
Figura 10. Efecto de la temperatura en la actividad fenol oxidasa transgeneracional en respuesta  
a AcMNPV. Las barras de las columnas representan la desviación estándar. Diferentes letras 
sobre cada columna indica valores significativamente diferentes (Tukey HSD, α=0.05). 
 
Al comparar la actividad PO entre las larvas F1 y F2, no se encontraron 
diferencias significativas (p> 0.05 t student) en ninguna de las temperaturas, pero fue 
ligeramente menor la actividad en las larvas F2 pero no fue significativa (Fig. 11). 
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Figura 11. Actividad fenol oxidasa transgeneracional en respuesta a AcMNPV en las diferentes 
temperaturas evaluadas. Las barras de las columnas representan la desviación estándar. 
 
 
6.6 Efecto de los cambios de temperatura en la actividad PO. 
El cambio de temperatura que generó mayor actividad PO comparado con el 
control fueron los tratamiento 1 y 6 (Fig. 12), en donde las larvas expuestas tuvieron un 
cambio de temperatura, se expusieron al virus durante 12 h a una temperatura de 37ºC, 
posteriormente se pasaron a dieta sin virus y a una temperatura de 27ºC (tratamiento 1); 
y larvas que se expusieron al virus durante 12 h a una temperatura de 27ºC, 
posteriormente se pasaron a dieta sin virus  a una temperatura de 37ºC (tratamiento 6).  
Este tratamiento fue significativamente mayor que en las larvas en donde se expusieron 
al virus bajo las mismas condiciones, pero manteniendo la temperatura de 27ºC 
(tratamiento 3); sin embargo, en el tratamiento 5 no se apreció este aumento de la 
actividad PO, en donde la exposición al virus ocurrió a 27ºC, después de haber estado a 
37ºC por 12 h. en los tratamientos 2, 4, 5, no hubo un cambio significativo con respecto 
al control (tratamiento 3).  
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Figura 12. Efecto de los cambios de temperatura en la actividad fenol oxidasa. Las barras de las 
columnas representan desviación estándar (Tukey HSD, α=0.05). en donde 1) Larvas expuestas 
al virus 37ºC y después mantenidas a 27ºC; 2) Larvas mantenidas a 37ºC y después a 27ºC; 3) 
Larvas expuestas al virus a 27ºC y después mantenidas a la misma temperatura sin virus; 4) 
Control, larvas mantenidas a 27ºC sin virus; 5) Larvas expuestas al virus a 27ºC después de estar 
a 37ºC; 6) Larvas expuestas al virus a 27ºC y posteriormente mantenidas a 37ºC; 7) Larvas 
mantenidas a 27ºC y después pasadas a 37ºC. 
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7.  DISCUSIÓN 
 
Existen muchos datos que demuestran que hay una causa-efecto por cambio el 
climático en la distribución, fenología y ciclo de vida de los insectos fitófagos 
(Altermatt, 2011; Bauerfeind y Fischer, 2014b; Garrad et al., 2016); este tipo de estudios 
son importantes pues muchas plagas están apareciendo en zonas donde anteriormente no 
representaban un problema, de igual manera la distribución de algunas enfermedades 
trasmitidas por insectos como vectores se ha expandido (Elliot et al., 2002; Chen et al., 
2011; Alto y Bettinardi, 2013; Renault et al., 2018).  Esto sucede porque, la distribución 
de su nicho térmico se está expandiendo, muchos insectos se están moviendo a lugares 
donde anteriormente no se presentaban.  Además de la expansión del hábitat de muchas 
especies, se espera que el cambio climático también afectará las interacciones de los 
insectos con sus enemigos naturales, ya sea como parte de la cadena trófica, o siendo 
hospederos de microrganismos, incluyendo los virus (Silva y Elliot, 2016; Samuel et al., 
2017; Laughton et al., 2018).  Estas interacciones son de suma importancia puesto que 
son las que mantienen a dichas poblaciones bajo control.  Específicamente, se podrían 
ver afectadas las condiciones óptimas infectivas de los virus entomopatógenos, los 
cuales representan una herramienta fundamental en el control de plagas, al ser 
ambientalmente amigable debido a su alta especificidad de hospedero. También es 
posible que se viera afectada la respuesta de los insectos a estos patógenos, lo cual es el 
objeto de estudio de este trabajo, específicamente el efecto en la interacción del 
lepidóptero T. ni con el baculovirus AcMNPV. 
Dentro de los efectos de los cambios de la temperatura se incluyen los cambios 
en la fisiología de los organismos, que, para el caso de los artrópodos, la respuesta más 
rápida del sistema inmune es la actividad PO.  Esta puede estar presentarse en dos 
formas, como pro fenol-oxidasa (proPO), y como su forma PO activa, ya que es 
sintetizada principalmente por los oenositoides, y su activación ocurre inmediatamente 
después de la invasión de microorganismos o agentes externos a la hemolinfa del insecto 
(Kanost y Gorman, 2008).  De hecho, a esta enzima se le correlaciona como 
responsable de la resistencia de insectos a una gran variedad de patógenos.   
Es importante tomar en cuenta que, si la medición de la actividad PO se realiza a 
temperatura ambiente, solo se detectará la cantidad de enzima activa, y no se evaluarán 
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los puntos óptimos de actividad enzimática en función a la temperatura.  La proPO se 
activa como parte de una cascada de proteasas, estimulada por el reconocimiento de la 
infección microbiana; donde la cascada de activación de proPO está regulada por los 
inhibidores de la serin-proteasa plasmática.  Una vez activa, la PO se puede inhibir 
directamente por factores proteicos (Kanost y Gorman, 2008).  De hecho, la 
concentración de PO activa en insectos es un indicador de la competencia comparativa 
del sistema inmunológico en insectos (Cai et al., 2001).  
En este estudio se observó que mientras las larvas de T. ni estén a mayor 
temperatura, se reduce su actividad PO, como se visualiza en la Fig. 1. En el tratamiento 
con la temperatura óptima de 27°C, las larvas infectadas resultaron con una mayor 
actividad PO.  Se sabe poco del efecto de la actividad PO para combatir infecciones 
víricas; de hecho, los resultados en diferentes especies son variables. En 1998, Reeson et 
al. detectaron niveles más altos de supervivencia al NPV en larvas de Spodoptera 
exempta (Walker) con altos niveles de actividad PO; después, Trudeau et al. (2001) 
demostraron que la encapsulación junto con la melanización de tejidos infectados por 
AcMNPV representaba la base de la resistencia de Helicoverpa zea (Boddie) a 
AcMNPV; Shelby y Popham en el 2006 encontraron que la fenol oxidasa activa en el 
plasma de la hemolinfa de H. zea es el mayor inactivador vírico del HzSNPV in vitro.  
Saejeng et al. (2010) no detectaron actividad significativa en la plaga de granos 
almacenados Plodia interpunctella Hübner hasta después de seis días de la inoculación 
con el granulovirus PiGV; mientras que con P. interpunctella, Laughton et al. (2017) 
determinaron que al pasar de temperaturas de 20 a 24°C había un aumento en la 
actividad PO, estabilizándose de 24° a 30°C; sin embargo, no evaluaron temperaturas 
superiores.  En el camarón Litopenaeus vannamei (Boone), artrópodo no insecto, 
infectado con el virus del síndrome de la mancha blanca, Ai et al. (2008) reportaron una 
disminución de la concentración de la ProPO.  Pese a lo que se conoce sobre la actividad 
PO en las infecciones víricas, la PO es un buen indicador de la inmunocompetencia 
general en insectos Mucklow, et al., 2004). Esto es divido a que la PO se activa por la 
entrada de un agente externo, y no necesariamente porque la PO sea el factor que evitara 
que la infección se desarrolle; que como se mencionó, puede inactivar al virus in-vitro, 
pero este efecto solo se daría en el insecto cuando la infección secundaria se ha 
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desarrollado y los viriones brotados se diseminan en la hemolinfa, o cuando se da el 
proceso de encapsulación y melanización de los tejidos ya infectados.    
En cuanto al efecto de la temperatura en esta respuesta a la infección, las larvas 
expuestas al virus a las temperaturas de 32° y 37°C, tuvieron significativamente menos 
actividad como respuesta a la infección, comparado con la temperatura óptima (27°C); 
de igual forma en los controles, donde a mayor temperatura se detectó una menor 
actividad PO. Estos resultados concuerdan con lo publicado por Karl et al. (2011), 
quienes usaron como modelo al lepidóptero diurno B. anynana, y después de evaluarlo a 
temperaturas de 10°, 27° y 35°C, determinaron que la masa y grasa corporal estaban 
inversamente relacionadas con la temperatura del insecto: a mayor temperatura, mayor 
masa, menor actividad PO; Si esta mayor masa está dada por la cantidad de líquidos que 
tiene el insecto es posible que la PO este mas diluida, y más importante aún, los 
hemocitos, sobretodo oenositodes los encargados de la producion y activación de la PO.   
Usando como modelo a G. mellonella en estado larvario y evaluando el efecto 
fisiológico de temperaturas de 15° a 37°C durante 24 h, Browne et al. (2014) detectaron 
una gran cantidad de proPO, pero esta concentración bajó a las 72 h; sin embargo, entre 
temperaturas de 10° a 30°C, Mastore et al. (2019) encontraron una mayor actividad a los 
30°C, lo que podría deberse a una mayor expresión de la misma, como lo reportaron 
Seehausen et al. (2016) evaluando a Choristoneura fumiferana (Clemens).  Bauerfeind y 
Fischer (2014a), reportaron una disminución en la actividad PO al evaluar el incremento 
de la temperatura de 15° a 25°C en Pieris napi L., una mariposa de zonas templadas. 
Aparentemente la temperatura disminuye la activación general de esta enzima lo cual 
facilitaría infecciones bacterianas.   
En el caso de los hemocitos, vemos que las altas temperaturas tienden a 
disminuir el número de hem/µL, principalmente a 37°C (Fig. 2).  De igual manera que la 
actividad PO, Karl et al. (2011) reportaron una disminución en el número total de 
hemocitos por el aumento de la temperatura, contrario a Browne et al. (2014), que 
detectaron un mayor  número de hemocitos totales en G. mellonella después de evaluar 
el efecto de temperaturas de 15° a 37°C, siendo G. mellonella adaptada a los 37°C al 
vivir en colmenas.  Esta disminución en el número de hemocitos también fue observada 
en larvas de P. napi a temperaturas de 15° a 25°C (Bauerfeind y Fischer, 2014a). Se 
detectó una tendencia similar cuando se evaluaron larvas incubadas a 37°C, donde se 
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cuantificó un número de hemocitos inferior que a temperaturas más bajas, las larvas 
infectadas con el NPVs a la temperatura óptima tuvieron mayor número de hemocitos 
totales como respuesta a la infección; sin embargo, esta respuesta no fue tan marcada a 
32° y 37°C.  
Este aumento en el número de células fue general para todas las células del perfil 
hemocitario, siendo los esferocitos y los oenocitoides los que resultaron en un mayor 
número como efecto de la infección con el NPV (Fig. 3).  Cabe recordar que los 
esferocitos son los encargados del transporte cuticular, los oenocitoides son los 
encargados del metabolismo preliminar de fenoles para esclerotización de la cutícula, 
incluyendo la expresión y la activación de PO (Jiang et al., 1997). Sin embargo, la 
cantidad de oenocitoides fue significativamente menor en las larvas infectadas incubadas 
a 32° y 37°C (75.4-50.5%) de manera similar a los niveles de la actividad PO en los 
mismos tratamientos (23.8 y 35.6% menos a 32° y 37°C respectivamente con respecto a 
la actividad a 27°C), esto significa una menor inmuno-competencia a estas temperaturas, 
tanto para la actividad PO como para el número de hemocitos.  Una disminución similar 
de hemocitos junto con la actividad de PO se reportó en Lobesia botrana (Denis & 
Schiffermüller) a temperaturas de 22° a 28°C (Iltis et al., 2018). Esta disminución del 
número de hemocitos, especificadamente de los oenocitoides en larvas sanas, explica la 
menor actividad fenol oxidasa detectada, que como se mencionó, a mayor temperatura, 
mayor masa, es posible que esto genere que los oenositodes se encuentren a menor 
concentración.    
Al evaluar los pro-hemocitos y granulocitos, éstos se detectaron en mayor 
abundancia a 32°C (73 y 76.9% más respectivamente con respecto a 27°C); estos 
hemocitos no diferenciados se cumularon, sobre todo si se compara con la ausencia de 
células de este tipo en las larvas incubadas a 27°C.  Los granulocitos tienen la capacidad 
de adherirse a las superficies de los agentes externos, además tienen actividad de 
fagocitosis (Wiegand et al., 2000), y se ha reportado actividad de encapsulación de 
tejidos infectados por AcMNPV en H. zea (Trudeau et al., 2001).  La disminución de 
esferocitos en las larvas a las temperaturas por encima de 27°C (Lavine y Strand, 2002), 
lo que podría tener un efecto en la distribución de componentes cuticulares y la mayor 
masa del insecto insecto por la temperatura.  
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Al evaluar el efecto de la temperatura en la expresión de genes relacionados a la 
respuesta inmune (Fig. 4) en larvas incubadas a 37°C, observamos que la gloverina 
estaba sobre-expresada 334 veces en comparación al control (larvas sanas a temperatura 
óptima 27°C).  Se ha detectado un aumento de la expresión en las primeras horas de 
exposición a AcMNPV en Helicoverpa armigera (Wang et al., 2010), y en B. mori por 
BmNPV (Bao et al., 2010); así como una baja en la expresión de esta proteína en S. 
exigua expuesta a AcMNPV (Choi et al., 2012).  La principal prueba de actividad 
antivírica de la gloverina (específicamente a AcMNPV), se detectó en T. ni por Moreno-
Habel et al. (2012), comprobando su expresión inducida por baculovirus; 
posteriormente, evaluaron un purificado de la proteína gloverina, con lo que disminuyó 
el número de células Sf9 infectadas in vitro, confirmando así su actividad antivírica. 
Ellos determinaron que la gloverina interactúa con la capa de lípidos que envuelve la 
nucleocápside viral. Teóricamente esta sobre-expresión a los 37°C representaría una 
mejor defensa a la infección vírica; sin embargo, en nuestro caso esto no se vio reflejada 
en la mortalidad (Fig. 8), seguramente por la afección de la inmunocompetencia, como 
se vislumbró en la actividad PO y en el número de hemocitos totales.  
En el caso de la gloverina se vio sobre expresada 52.5 veces como respuesta a la 
infección del NPV en comparación a las larvas sanas a la temperatura óptima (Fig. 5).  
Sin embargo, a 37°C la respuesta a esta infección solo expresó la gloverina 0.16 veces, 
comparada a la respuesta a los 27°C (Fig. 6).  De hecho, la expresión de la gloverina 
entre larvas sanas e infectadas a 37°C varió muy poco (0.33 veces) con una amplia 
desviación estándar (Fig. 6), lo cual significa que la gloverina se está expresando por el 
aumento de la temperatura y no como una respuesta al NPVs, y esto se reflejó en la 
mortalidad (Fig. 8).  
 La baja expresión de PGRP a los 37°C en comparación a los 27°C (0.0027 
veces) tendría un efecto muy importante en la respuesta inmune, ya que mediante el 
reconocimiento es la proteína encargada de la activación de la cascada proPO, activación 
del receptor Toll, activación de la ruta Imd, y la inducción de la fagocitosis (Kanost y 
Gorman, 2008). Esto tendría un gran efecto en las infecciones bacterianas, y concuerda 
con la disminución de la actividad PO. 
A pesar de que la atacina es un péptido antimicrobiano que se activa por 
infecciones de bacterias Gram negativas, ésta se vio sobre-expresada en respuesta a la 
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infección vírica, 68.9 veces a 27°C y 525 veces a 37°C. La atacina puede inhibir el 
crecimiento bacteriano, uniéndose a la membrana, aumentando su permeabilidad y 
evitando la síntesis de proteínas externas de la membrana (Yi et al., 2014).  
Se ha visto que la temperatura tiene una tendencia a aumentar la expresión de 
genes de inmunidad en insectos; Li et al. (2017) reportaron un aumento en la expresión 
de genes de inmunidad a los 40°C. Sin embargo, muchos genes encargados de vías 
metabólicas como la glucólisis/gluconeogénesis y la biosíntesis de ácidos grasos fueron 
parcialmente reprimidos, y se aumentó la expresión de genes de las proteínas de choque 
térmico (HSP).  Seehausen et al. (2016), estudiaron este efecto de la temperatura en la 
expresión de genes de C. fumiferana y el polidnavirus (Polydnaviridae) que es usado por 
la avispa Tranosema rostrale (Brischke), la cual lo utiliza para suprimir la respuesta 
inmune del hospedero.  Se ha relacionado la expresión de las HSPs con el aumento en la 
respuesta inmune basal de los insectos.  Se sabe que las HSPs están reguladas no sólo 
después del choque térmico, sino también en otras condiciones estresantes como baja 
temperatura, estrés osmótico y oxidativo, la hipoxia, el hacinamiento y la infección 
(Wojda, 2017).  Esta activación no es por el estrés oxidativo provocado por infección de 
los tejidos del huésped por el patógeno invasor, sino que es una parte de la respuesta 
inmune sistémica, ya que se activa su expresión por la estimulación inmune al inyectar 
lipopolisacárido en la hemolinfa de Tribolium castaneum (Herbst) (Altincicek et al., 
2008).  En el caso de las infecciones con baculovirus, Lyupina et al. (2011) sugieren que 
específicamente la HSP90 tiene un papel en la replicación del virus, utilizando un 
inhibidor selectivo de HSP90,  disminuyó la tasa de síntesis de ADN viral en células  Sf9 
infectadas con AcMNPV, lo que sugiere un papel de HSP en la replicación del virus.  
En este caso, teóricamente la activación de las HSPs se podría dar tanto por la 
infección con el virus como por la temperatura de 37°C, al ser estas proteínas detectadas 
en T. ni en un rango de 37° a 45°C (Schelling y Jones, 1996), lo cual coincide con el 
aumento de la mortalidad a esta temperatura.  
  El efecto de la temperatura en la susceptibilidad a la CL25 fue muy notorio, 
pasando de una mortalidad del 24% a los 27°C, y de 41-48% a los 32° y 37°C 
respectivamente, presentándose una mayor mortalidad en el control, pero sin sobrepasar 
del 10% (Fig. 8). Silva y Elliot (2016) realizaron ensayos para ver el efecto de la 
temperatura y la densidad de la población de Anticarsia gemmatalis (Hübner) expuesta 
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al nucleopoliedrovirus múltiple de A. gemmatalis (AgMNPV), encontrando que la 
temperatura fue lo que afectó considerablemente el tiempo letal a temperaturas de 32°C 
con respecto a las temperaturas inferiores de 20 a 28°C; donde reportaron un aumento en 
la melanización usando filamentos de nailon (como agente externo en la hemolinfa) y en 
la coloración (por la temperatura alta) y una disminución del número de hemocitos. La 
densidad de la población no tuvo un efecto en el tiempo letal pero en el porcentaje de 
mortalidad sí.  
Se sabe que las generaciones sobrevivientes a las infecciones de patógenos 
pueden mejorar su respuesta a una segunda infección o transferir su estimulación 
inmunológica a la siguiente generación (immune priming) (Contreras-Garduño et al., 
2016), esta preparación inmunológica se puede dar por infecciones bacterianas (Vargas 
et al., 2016), por baculovirus (Tidbury et al., 2011; Wilson y Graham, 2015; Shikano et 
al., 2016), e inclusive por estrés físico, como lesiones y cambios de temperatura 
(Browne et al., 2014). Este efecto se comprobó al repetir este ensayo con las larvas F2 
criadas a partir de las larvas F1 sobrevivientes del primer ensayo.  A los 27°C la 
mortalidad en la F2 en las larvas expuestas a la CL25 fue igual al control de larvas sanas; 
sin embargo, esto no ocurrió a los 32° y 37°C, donde se obtuvo una mortalidad del 27 y 
33% respectivamente (Fig. 8). Este efecto de inmune priming posiblemente se podría ver 
opacado por el efecto de la temperatura en la susceptibilidad que, aunque resultó una 
menor mortalidad en la F2 en comparación a la F1 a los 32° y 37°C, no fue significativa, 
contrario a la temperatura óptima en donde no hubo diferencias entre los controles de la 
F1 y F2 a los 27°C (Fig. 9). Es importante aclarar que hay reportes que indican que las 
infecciones con baculovirus pueden bloquear parte de la respuesta inmune del insecto 
(Salem et al., 2011; Jakubowska et al., 2013). 
En cuanto a la actividad PO, no hubo diferencia significativa entre las larvas F2 
expuestas al virus, sólo las larvas control incubadas a 37°C presentaron menor actividad 
(Fig. 10); esto fue similar a las demás pruebas de actividad PO realizadas. 
Al comparar la actividad PO entre las larvas F1 y F2 expuestas a las diferentes 
temperaturas, con o sin el NPV, no se detectaron diferencias significativas, pero en 
general se observó una tendencia de menor actividad entre larvas de la F2.  El inmune 
priming es un proceso que potencia la respuesta inmune de manera específica, con lo 
cual el insecto no desperdicia recursos en la respuesta a una infección ya conocida 
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(Cooper y Eleftherianos, 2017). En este estudio, seguramente la PO no jugó un papel 
directo en la respuesta a virus, por lo cual no se presentó una activación excesiva de 
proPO, de esta manera el insecto guarda recursos.  Dado estos resultados, al haber un 
aumento en la temperatura de un solo día, se esperaría una mayor mortalidad residual a 
la infección con NPVs en las generaciones posteriores. 
En cuanto a los cambios de temperatura y su efecto en la actividad PO, en la Fig. 
12 se observó que a pesar que los 37°C disminuyen la actividad PO,  el cambio de 
temperatura de 37ºC a 27ºC mejoró la respuesta inmune a la infección del virus 
(tratamiento 1), en comparación con el tratamiento 3, en el que la exposición al virus fue 
similar, pero manteniendo la temperatura de 27ºC, no podríamos considerar que este 
aumento de la actividad PO se debiera a una recuperación de los efectos de los 37°C ya 
que, no se observó en los tratamientos con los mismos cambios de temperatura pero sin 
la presencia del virus (tratamientos 2 y 7), ni cuanto la infección se dio después del 
cambio de temperatura (tratamiento 5); sin embargo, en este último caso podría deberse 
al poco tiempo que tuvo para que la infección se estableciera, y con ello una respuesta 
inmune. Una respuesta similar fue reportada por Mowlds y Kavanagh (2008) en donde 
las larvas de G. mellonella preincubadas a 4° y 37°C durante 24 h antes de la infección 
con C. albicans mostraron una mayor respuesta inmune en comparación con los 
animales pre-tratados a su temperatura óptima (30°C). Por su amplio espectro, este 
aumento de la actividad PO representaría una ventaja para las infecciones con diferentes 
tipos de patógenos cuando se presenten eventos de calor en sus ecosistemas.  Sin 
embargo, estos cambios de temperatura  pueden ser perjudiciales para los insectos.  
Realizando una simulación de una onda de calor prolongada, Bauerfeind y Fischer 
(2014b) encontraron un deterioro importante en la supervivencia, el tamaño corporal y la 
longevidad en la mariposa P. napi, lo que respalda la idea de que los fenómenos 
meteorológicos extremos serán mucho más importantes para el rendimiento de la especie 
y la supervivencia en comparación con los aumentos moderados.  
Todos estos resultados fortalecen el conocimiento con respecto a la respuesta 
fisiológica, específicamente el sistema inmune en insectos, al aumento de temperatura 
que en las últimas décadas ha sido más marcado, con nuestros resultados a nivel de 
laboratorio podríamos esperar una mayor efectividad de los NPVs como agentes de 
control biológico al aumentar la temperatura, sin embargo, es de gran importancia 
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recordar que este efecto benéfico para el control biológico puede ser perjudicial en 
especies que no representan un riesgo para nuestros cultivos, lo cual conlleva e 
implicaciones ecológicas no estudiadas.   
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8.  CONCLUSIONES  
 
 A mayor temperatura aumenta la susceptibilidad de T. ni a AcMNPV. 
 El aumento de temperatura disminuye el número de hemocitos, específicamente 
los esferocitos, que son encargados del trasporte de elemento cuticulares y 
oenocitoides encargados del metabolismo preliminar de fenoles, incluyendo la 
expresión y la activación de fenol oxidasa. 
 A mayor temperatura, la actividad fenol oxidasa es menor, ya sea de manera 
basal o como respuesta a la infección con AcMNPV. 
 Los genes atacina y gloverina se sobre-expresan en respuesta a la exposición a 
AcMNPV. 
 El aumento de la temperatura de 27° a 37°C disminuye la expresión basal de 
péptidos antimicrobianos. 
 La expresión de genes de péptidos antimicrobianos como respuesta a la 
exposición a AcMNPV no se activa a 37°C, incluyendo el gen de la gloverina.   
 Las larvas de la F2 mantenidas a los 27°C son menos susceptibles a AcMNPV, 
pero no a 32° y 37°C.  
 En las larvas F2 expuestas a AcMNPV no hubo una respuesta de la actividad 
fenol oxidasa. 
 Los cambios de temperatura de 12 h pasando de 37° a 27°C pueden potenciar la 
actividad fenol oxidasa en respuesta a la infección por AcMNPV. 
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9. PERSPECTIVAS 
Evaluar el efecto de la temperatura en la respuesta inmune a otros entomopatógenos, 
principalmente hongos y parasitoides. 
Estudiar las relaciones de las proteínas de choque térmico, sobre todo el efecto de su 
activación por temperatura en la respuesta inmune. 
Evaluar expresión diferencial de genes, con lo cual se podrían diseñar métodos de 
control de plagas a base de ingeniería genética. 
Evaluar el efecto de la temperatura y el dióxido de carbono en la respuesta inmune  
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10 ANEXOS  
 
Anexo 1. Amplificación por PCR de fragmento del gen de la poliedrina; M= Marcador 
de peso molecular, carriles 1-4= larvas diferentes lotes de la cría de T. ni, (+) =control 
positivo (ADN de larvas de Spodoptera exigua infectadas con SeNPV). 
 
Anexo 2. Amplificación por PCR de fragmento del gen lef-8; M= Marcador de peso 
molecular, carriles 1-4= larvas diferentes lotes de la cría de T. ni, (+) =control positivo 
(ADN de larvas de Spodoptera exigua infectadas con SeNPV). 
 
Anexo 3. Amplificación por PCR de fragmento del gen 18 S ARNr como control de 
extracción de ADN; M= Marcador de peso molecular, (+) =control positivo (ADN de 
larvas de Spodoptera exigua infectadas con SeNPV), carriles 1-4= larvas diferentes lotes 
de la cría de T. ni.  
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